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ABSTRACT

Protein microarray를 이용한 APin-단백질의 상호작용에 관한 연구
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A STUDY OF APIN-PROTEIN INTERACTIONS USING PROTEIN MICROARRAY 
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Seong-Ho Youn1, Ji-Woong Kim1, Tae-Yeon Lee2, Ho-Hyun Son2*
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Protein microarray or protein chips is potentially powerful tools for analysis of protein-protein interac-

tions. APin cDNA was previously identified and cloned from a rat odontoblast cDNA library. The purpose of

this study was to investigate the APin-protein interactions during ameloblast differentiation. Protein

microarray was carried with recombinant APin protein and MEF2, Aurora kinase A, BMPR-IB and EF-

hand calcium binding protein were selected among 74 interacting proteins. Immortalized ameloblast cells

(ALCs) were transfected with pCMV-APin construct and U6-APin siRNA construct. After transfection, the

expression of the mRNAs for four proteins selected by protein micoarrays were assessed by RT-PCR. 

The results were as follows:

1. APin expression was increased and decreased markedly after its over-expression and inactivation,

respectively. 

2. Over-expression of the APin in the ALCs markedly down-regulated the expression of MEF2 and

Aurora kinase A, whereas their expression remained unchanged by its inactivation.

3. Expression of BMPR-IB and EF-hand calcium binding protein were markedly increased by the over-

expression of the APin in the ALCs, whereas expression of BMPR-IB remained unchanged and expres-

sion of EF-hand calcium binding protein was markedly decreased by its inactivation.

These results suggest that APin plays an important role in ameloblast differentiation and mineralization

by regulating the expression of MEF2, Aurora kinase A, BMPR-IB and EF-hand calcium binding protein.
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Ⅰ. 서 론

치아의 형성은 치성상피와 외배엽성 간엽세포 사이의 상

피-간엽간의 상호작용을 통해 조절되어지는 복잡한 발생과

정을 통해 이루어진다1). 치성상피는 치아기 (dental
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organ)를 형성하여 법랑모세포 (ameloblast)로 분화하여

법랑질을 형성하고, 외배엽성 간엽세포는 치유두 (dental

papilla)를 형성하여 상아모세포 (odontoblast)와 치수세

포 (pulp cell)로 분화하여 상아질과 치수를 형성한다2). 

Dey 등3)은 흰쥐 두개골의 골모세포 (calvarial

osteoblast)와 치유두 세포 (dental papilla cell)에서는 발

현되지 않으나 상아모세포에서 특이하게 발현되는 OD314

유전자를 상아모세포의 분화와 상아질 형성과정에 관여하

는 인자로 보고하였다. 이 유전자는 Solomon 등4)에 의해

상피성치성종양 (calcifying epithelial odontogenic

tumor)에서 amyloid 침전물의 분비성분에서 분리된 APin

유전자와 동일한 것으로 밝혀졌다. 김 등5)은 OD314

(APin)가 154아미노산을 합성하는 그 기능이 알려져 있지

않은 새로운 유전자로 주로 세포질에 존재하며, mRNA와

그 합성 단백질이 상아모세포에서 선택적으로 발현된다고

하였다. 또 사람 치수세포의 분화과정에서 OD314 (APin)

는 치수세포가 상아모세포로 분화하는 초기 과정에 발현되

어 그 발현이 유지되다가 석회화과정에서 더욱 증가한다고

보고하였는데, 이러한 사실은 OD314 (APin)가 상아질의

석회화과정에 관여함을 나타낸다. 

최근에 박 등6)은 상아모세포 분화과정에서 OD314

(APin)의 역할에 대한 연구 과정에서 상아모세포-특이 인

자로 보고된 OD314 (APin)가 치아 발생과정에서 상아모

세포 뿐 아니라 법랑모세포에도 발현된다고 하여 OD314

(APin)의 법랑질 형성에서의 역할을 시사하였다. 최근에

Aung 등7)은 위암 특이유전자를 검색하여 APin이 위암세

포에서 강하게 발현된다고 보고하였고, 흥미롭게도

Moffatt 등8)은 APin이 법랑모세포의 분비 단백질의 일종

으로 치아기 뿐 아니라 성숙기 법랑모세포에서 더욱 강하게

발현된다고 하였다. 

단백질은 그 특성상 또 다른 단백질과 상호작용을 통해 그

기능을 수행한다. 단백질칩 (protein chip)을 이용한 pro-

tein microarray는 단백질의 연구에 중요하게 사용되는 핵

심기술로 질병의 진단 및 biomarker 발굴, 단백질의 발현

및 기능연구, 단백질의 상호작용연구, 신약개발 등 다양한

응용분야를 가지고 있어 의학, 약학, 생명과학 분야에서 광

범위하게 이용되고 있다9,10). 따라서 단백질칩을 이용한

APin의 protein microarray는 APin과 상호작용하는 단백

질들을 분석하는 적절한 방법으로 이용될 수 있다. 본 연구

에서는 protein microarray를 이용하여 APin 단백질과 높

은 친화성을 나타낸 74개의 단백질 중에서 치아 발생이나

석회화 연관되는 전사인자나 분화 유도인자들을 선택하였

다. MADS box transcription enhancer factor 2

(MEF2)11,12)와 Aurora kinase A13-15)는 종양의 생성

(tumorigenesis)과 증식 (tumor proliferation)에 관계가

있는 전사인자이고, bone morphogenetic protein recep-

tor IB (BMPR-IB)16,17)는 다양한 기관의 발생과정에 관여

하고, EF-hand calcium binding protein18,19)는 다양한 세

포들의 석회화(mineralization) 과정에 연관된 것으로 알

려져 있다. 

RNAi (RNA interference)는 특정 유전자의 발현을 억

제 (inactivation)함으로써 나타나는 효과를 분석하여 역으

로 그 기능을 추정하는 연구 방법으로, siRNA (small

interfering RNA)를 이용하여 서열 특이적으로 mRNA의

분해를 유도함으로써 단백질 합성을 차단하고 그 결과 유전

자의 발현을 간섭 작용하는 최신 기법이다20). 본 실험에서는

김 등21)의 방법에 의하여 APin 유전자의 발현을 억제할 수

있는 U6-APin siRNA construct와 APin 유전자를 과발

현 (over-expression)시킬 수 있는 CMV-APin construct

를 제작 후 법랑모세포주에 transfection하였다. 

본 연구는 protein microarray를 통하여 APin 단백질과

상호작용하는 단백질들을 검출한 후 치아발생과정과의 관

련성을 중심으로 선별한 MEF2, Aurora kinase A,

BMPR-IB 및 E-F hand calcium binding protein 등의

APin-단백질 상호작용을 법랑모세포주22)이용한 유전자 발

현 조절을 통하여 관찰하고자 한다.  

Ⅱ. 재료 및 방법

1. APin 재조합 단백질 (recombinant protein)의

합성

APin 재조합 단백질의 합성은 김23)이 시행한 과정과 동일

한 방법으로 합성하였다. 과정을 요약하면 다음과 같다. 

사용된 균주 및 배양은 E. coli BL21 (DE3)와 pLysS

(pRSET-APin)을 사용하여, 주배양은 1 L LB 배지에

100 ㎖ 배양액을 접종하여 OD 600이 0.4 - 0.6 사이 도달

시 최종농도가 1 mM이 되도록 isoprophyl-β-D-thio-

galactopyranoside (IPTG)를 첨가하여 3 - 6시간 배양하

였다. Cell lysate 준비는 발현이 유도된 균체를 원심분리한

후, lysis buffer (50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, pH

8.0)의 초기 배양액 부피 대비 25 - 50배로 농축, 현탁 후,

최종 농도가 1 ㎎/㎖이 되도록 lysozyme을 처리한 후 원심

분리하여 상층액을 회수하였다. 

Fast protein liquid chromatography (FPLC)를 이용

한 정제과정은 Ni-NTA cloumn에 10 ㎖의 샘플을 주입하

고, binding buffer로 0.5 ㎖/min, 3 CV동안 His-Tag 단

백질을 resin에 결합시켰다. Washing buffer로 0.5 ㎖
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/min, 3 CV동안 흘려 non-specific binding protein을 씻

어냈다. Washing buffer와 elution buffer로 gradient를

주어 imidazole 농도를 서서히 증가시키면서 His-Tag 단

백질을 분리해내었다. 회수된 정제 단백질의 분리는 50

mM NaH2PO4 (pH 8.0) buffer를 이용하여 4℃에서 24

시간 dialysis 하였다. Dialysis 후, 정제 단백질 확인하여

많은 양을 차지하는 작은 size의 band는 size cut-off fil-

tration을 통해 추가로 제거를 하였다.

2. Protein Microarray

ProtoArrayTM (Invitrogen Life technologies,

California, USA) kit를 사용하여 protein microarray를

시행하였다. 

1) Blocking

정제된 단백질 (50 ㎍/㎖) 120 ㎕를 vortexing 없이 잘

섞어준 후 protein microarray 포함한 mailer를 4℃에 15

분간 유지하였다. Chamber 안에 microarray를 위로 향하

게 장착 후 25 ㎖ blocking buffer를 벽면을 따라 넣어 cold

room에서 1시간 배양하였다. Mailer 제거 후 wipe 위에서

array의 끝을 서서히 쳐서 완충액만 건조하였다.

2) Probing과 washing 

Protein (50 ㎍/㎖) 120 ㎕를 array membrane에 전체

적으로 골고루 뿌린 후 hybrislip cover slip을 array

membrane area에 덮었다. 50 ㎖ 튜브에 array가 위를 향

하도록 하고 넣어 뚜껑을 닫고 tapping 한 후 어떠한 충격

없이 4℃에 1시간 30분간 두었다. 50 ㎖ 튜브에서 array를

꺼내 얼음위에서 배양된 chamber안에 사선방향으로 넣은

후 25 ㎖ probing buffer를 넣어 array를 서서히 흔들어

hybrislip을 제거한 후 chamber rail에 array를 장착하였

다. 25 ㎖ probing buffer를 chamber 벽면에 넣어 얼음위

에서 1분간 배양한 후 천천히 3회 따라내기를 하였다.

3) Antibody 처리

Probing buffer와 Anti-His-Alexa Fluor 647

Antibody를 0.3 ㎍ 농도로 25 ㎖를 chamber 벽면을 따라

넣어 암실 얼음 위에서 30분간 배양하였다.

4) Washing과 drying

25 ㎖ probing buffer를 chamber 벽면에 넣어 얼음 위

에서 1분간 배양한 후 천천히 3회 따라내기를 하였다. 멸균

된 50 ㎖ 튜브에 array를 두고 800 × g로 원심분리시킨

다음 암실에서 1시간 동안 배양한 후 scan을 하였다.

3. APin의 과발현과 발현억제 construct의 제작 및

transfection

1) Construct 제작

APin 과발현 construct의 제작은 APin의 open reading

frame (ORF)을 포함하는 cDNA를 진핵 세포 발현 vector

인 pcDNA3의 EcoRI 절단 부위에 정상 단백 합성 방향으

로 위치시킨 후 potent cytomegalovirus promoter

(pCMV)를 부착시켜 construct를 제작하였다.

APin 발현억제 construct의 제작은 김 등23)의 방법으로

제작한 APin siRNA construct를 제작하여 실험에 이용하

였다.

2) 법랑모세포주 배양 및 transfection

Dr. Sugiyama로부터 받은 법랑모세포주22)를 5% fetal

bovine serum (FBS, Gibco BRL, Grand Island, NY,

USA)과 항생제 (Penicillin 100 U/㎖, Streptomysin

100 ㎍/㎖, Gentamycin 50 ㎍/㎖ 및 fungizone 2.5 ㎍/

㎖)가 함유된 Modified Eagles Medium (MEM, Gibco

BRL)에 epidermal growth factor (EGF, Sigma-

Aldrich, St, Louis, MO, USA)를 첨가하여 type Ⅰ col-

lagen이 처리된 배양접시에서 하루 동안 배양하였다. 

다음날 세포가 배양접시의 70 - 80%의 면적까지 증식한

것을 확인한 후 Lipofectamine reagent  (Gibco BRL)와

plus reagent에 각각 CMV-APin 플라스미드와 U6-APin

siRNA 플라스미드를 혼합한 다음 OPTI-MEM (Gibco

BRL)을 넣고 배양기에서 37℃, 5% CO2의 조건으로 5 -

7시간 배양하였다. 그 후 5% FBS와 ascorbic acid 그리고

β-glycerophosphate가 포함된 MEM 배양액을 첨가 한 다

음 배양기에서 하루 더 배양한 다음 Trizol (Invitrogen) 용

액을 이용하여 각각의 세포에서 총 RNA를 추출하였다. 총

RNA의 양을 spectrophotometer를 이용하여 정량한 다음

20㎍ 씩 분주하여 -70℃에 보관하였다.

4. RT-PCR

RT premix kit (Bioneer, Daejeon, Korea)를 이용하여

frist strand cDNA를 합성하고 APin, MEF2, Aurora

kinase A, BMPR-IB, EF-hand calcium binding pro-

tein과 비교로 glyceradehyde-3-phosphate dehydroge-

nase (GAPDH)의 특이적 primer를 이용하여 PCR 증폭

을 시행하였다 (Table 1). PCR은 95℃에서 30초, 55℃에

서 30초, 72℃에서 30초의 조건으로 33사이클을 시행하였

다. PCR 생성물은 1.5% agarose gel에서 전기영동하여

유전자 발현을 확인하였다. GAPDH는 PCR 증폭시 posi-
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tive control 로서 사용하였다. Fold induction 값은 den-

sitometer 로 측정한 후 GAPDH 값과 비교하여 그 상대적

수치를 나타내었다.

Ⅲ. 결 과

1. APin 재조합 단백질의 합성

정제된 APin 단백질은 약 1 ㎎/㎖의 농도로 얻어졌고,

SDS-PAGE 분석과 6X-His tag antibody를 사용하여

western을 시행하여 확인되었다.

2. Protein Microarray

본 연구에서는 글라스 위에 nitrocellulose가 coating되어

있는 NC slide칩을 사용하였다. 칩상의 모든 단백질은

gateway system으로 full length clone을 만들고 insect

cell을 이용하여 발현시켰다. 생산되는 모든 단백질은 glu-

tathione s-transferase (GST) tag을 가지고 있기 때문에

GST column을 이용하여 분리하여 pin spot 방식으로

spotting하였다.

Figure 1은 APin 단백질을 probe로 이용한 protoarray

실험 결과를 나타낸 것이다. APin과 결합하는 단백질 중에

서 Z-score (Z ratios and Z test statistics) 값이 3 이상이

되는 74개의 단백질을 친화성이 강한 순서로 나열하였다

(Figure 2). 그 중에서 APin의 기능과 관련이 있을 것으로

생각되는 MEF2, Aurora kinase A, BMPR-IB와 EF-

hand calcium binding protein을 분석하였다 (Table 2).

3. APin의 과발현과 발현억제

pCMV-APin construct를 transfection하여 APin의 과

발현을 유도한 경우에는 APin의 발현이 뚜렷이 증대되었으

나, U6-APin siRNA construct를 transfection하여 APin

발현을 억제시킨 경우에는 APin은 관찰되지 않았다

(Figure 3).

4. APin의 과발현과 발현억제에 따른 상호작용하는 유

전자의 변화

상호작용하는 단백질 중에서 종양생성과 증식에 관계가

있는 MEF2와 Aurora kinase A는 CMV-APin construct

를 transfection하여 APin의 과발현을 유도한 경우에는

MEF2와 Aurora kinase A 둘 모두에서 발현이 현저히 감

소하였다. U6-APin siRNA construct를 transfection하

여 APin의 발현억제를 유도한 경우에는 둘 모두 변화가 없

었다.

여러 기관의 발생과 관련이 있는 BMPR-IB와 석회화 과

정에 연관된 EF-hand calcium binding protein은 APin

의 과발현을 유도한 경우에는 BMPR-IB와 EF-hand cal-

cium binding protein 모두에서 발현이 많이 증가되었으

나, APin을 발현억제 시킨 경우에는 BMPR-IB는 변화가

없었고, EF-hand calcium binding protein은 현저히 감

소하여 관찰이 어려웠다(Figure 4, 5). 

Table  1. Nucleotide sequences of the primers used for RT-PCR

Proteins Primer sequence (5’- 3’) size (bp)

APin
S ccagcaggctagtcctatgtcctatgtgg

608
AS cgcgtcgacatgagatcagtg

MEF2
S aatgtcactgcctggcaaca

378
AS tcatcccggtctcccgtctcata

Aurora kinase A
S gttgaagattgcagacttcgggtg

427
AS ccgtggttcaggattccctaagat

BMPR-IB
S gggttggtgtcactggtaggatta

476
AS acctgacagatcagatgcttcctc

EF-hand calcium S gaaggagacagccaatcagatcca
499

binding protein AS cgtagatgacgaaggttaggccat

GAPDH
S accacagtccatgccatcac

452
AS tccaccaccctgttgctgt
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Figure 1. Detection of the APin protein using protein

microarray.

Figure 2. Relative affinity ranking with the APin protein. 

Table  2. Four high expression proteins are related to the functional characteristics, such as tumorigenesis, organ

development and mineralization 

Order Z-Score Proteins Function

14 7.92155 MEF2 - coregulator for myogenic cell proliferation 

- tumor proliferation and tumorigenesis. 

29 5.39477 Aurora kinase A - overexpression and amplification of 

human tumor

51 3.57965 BMPR-IB - organ development

13 8.17742 EF-hand calcium - regulate cellular activity and mineralization

binding protein

Figure 3. RT-PCR amplification of the APin in ameloblast cell line after over-

expression with CMV-APin plasmid and inactivation with U6-APin siRNA. 

Marker Control Over Inact Mock

608 bpAPin

GAPDH 452 bp
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Figure 4. RT-PCR amplification of MEF2, Aurora kinase A, BMPR-IB and EF-

hand calcium binding protein ameloblast cell line after over-expression with

CMV-Apin protein plasmid and inactivation with U6-Apin protein siRNA.

Figure 5. The amplification for the APin reactions in control, over-expression, inactivation  and mock

groups. The relative amounts of MEF2 (A), Aurora kinase A (B), BMPR-IB (C) and EF-hand calcium

binding (D) mRNA after normalization with the amounts of the GAPDH mRNA. The results were

represented as means ± SD of three independent transfections. Con, normal ALC; Over, APin over-

expression; Inact, APin inactivation; Mock, ALC expressing empty vector. 

Marker Control Over Inact Mock

378 bp

427 bp

476 bp

499 bp

452 bp

MPF2

Aurora

BMP receptor

EF-hand

GAPDH

A B

C

Con Over Inact Mock

1.2

1

0.8

0.6

0.4

0.2

0

3

2.5

2

1.5

1

0.5

0

1.6

1.4

1.2

1

0.8

0.6

0.4

0.2

0

2

1.8

1.6

1.4

1.2

1

0.8

0.6

0.4

0.2

0

Con Over Inact Mock

Con Over Inact MockCon Over Inact Mock

D

m
R
N

A
 f
o
ld

 i
n
cr

e
a
se

m
R
N

A
 f
o
ld

 i
n
cr

e
a
se

m
R
N

A
 f
o
ld

 i
n
cr

e
a
se

m
R
N

A
 f
o
ld

 i
n
cr

e
a
se



Ⅳ. 고 찰

치아의 발생은 상피기원의 법랑모세포와 중간엽기원의 상

아모세포에 의해서 상호 조절된다1). 최근 들어 치아형성에

관여하는 이들 세포들의 분화유도인자와 독특한 세포-특이

적 유전자들에 대한 관심이 높아지고 있으나, 법랑모세포의

분화과정이나 법랑질의 형성과정의 분자생물학적 기전에

대하여 명확히 밝혀져 있지 않다24-26).   

상피기원인 법랑모세포는 법랑질 형성 각 시기의 주요활

성이 반영된 표현형의 변화를 점진적으로 보이는 독특한 생

활주기를 갖는다. 법랑질 형성은 기능적으로 분비전기

(presecretory stage), 분비기 (secretory stage), 성숙기

(maturation stage)의 세 시기로 일반적으로 구별된다
27,28). 분비전기에는 내치아상피 (inner dental epithelium)

가 법랑모세포로 분화하여 단백질 합성기구를 발달시켜 유

기바탕질 (organic matrix) 분비를 준비한다. 분비기 법랑

모세포는 Tome’s 돌기를 특징으로 하며 왕성한 합성 및 분

비활동을 반영한다. 성숙기의 법랑모세포에는 주름세포끝

(ruffle ended)과 평탄세포끝 (smooth ended)이 주기적으

로 교대로 나타나면서 무기질 침착에 필요한 이온을 조성하

고 운반한다29-33).  

최근에 박 등5)은 상아모세포-특이 인자로 보고된 OD314

가 치아 발생과정에서 상아모세포 뿐 아니라 법랑모세포에

도 발현된다고 하여 OD314의 법랑질 형성에서의 역할을

시사하였다. Solomon 등4)에 의해 OD314가 APin 단백질

의 염기서열과 거의 유사함이 밝혀졌으며, Moffatt 등8)은

APin이 성숙기 법랑모세포에서 뿐 아니라 치아기에서도 발

현된다고 하였다. 

본 연구에 사용한 법랑모세포 세포주는 Nakata 등22)이

C57BL/6J mouse의 하악 대구치에서 얻은 세포주로, 분

화 유도를 위한 일정한 조건에서 이 세포를 배양하면 세포

들이 법랑모세포의 특성을 보이는 것을 RT-PCR 분석을 통

하여 확인한 세포주이다. 본 실험에서 법랑모세포 세포주에

U6-APin siRNA construct와 CMV-APin construct를

이용하여 APin의 과발현과 발현억제를 유도하였다. APin

의 과발현을 유도하였을 때 APin의 발현이 뚜렷이 증대되

었으나, APin의 발현을 억제 시킨 경우에는 APin mRNA

의 발현이 관찰되지 않았다. 이는 법랑모세포 세포주에 대

하여 APin의 과발현과 발현 억제가 정상적으로 이루어졌음

을 나타낸다. 

이 실험에서는 지금까지 보고된 APin 단백질4-7)의 상호작

용을 연구하고자 protein microarray를 시행하였다. 단백

질은 그 특성상 또 다른 단백질과 상호작용을 통해 그 기능

을 수행하는데 단백질칩은 단백질 상호작용을 분석하는데

가장 적합한 방법 중의 하나이다. 단백질칩은 수천 개의 단

백질을 작은 칩상에 고정해 동시다발적으로 단백질의 결합

을 분석하는 자동화 기기시스템으로 센서칩과 단백질결합

분석장치로 구성되어 있다. 센서칩은 수백개의 단백질이 작

은 표면에 일정한 배열로 결합된 것으로 대부분 슬라이드글

라스 크기의 유리나 플라스틱이 이용된다. 본 연구에서는

글라스위에 nitrocellulose가 coating되어있는 NC slide칩

을 사용하였다. 칩상의 모든 단백질은 gateway system으

로 full length clone을 만들고 insect cell을 이용하여 발현

시켰다. 생산되는 모든 단백질은 GST tag을 가지고 있기

때문에 GST column을 이용하여 분리하여 pin spot 방식

으로 spotting하였다.

본 실험에서 APin 단백질을 probe로 이용하여 protoar-

ray 실험을 한 결과, APin과 결합하는 단백질 중에서 Z-

score 값이 3 이상이 되는 74개의 단백질 중, 친화성이 강

하면서 그들의 역할에 관심이 있는 4개의 단백질들(MEF2,

Aurora kinase A, BMPR-IB와 EF-hand calcium bind-

ing protein)을 분석하였다. 

MEF2는 근육-특이 유전자(muscle-specific genes)의

발현을 조절하는 MADS-box transcription factor를 포함

한다11). MEF2는 생쥐 배아의 carcinoma P19 세포의 분

화 과정 중에 발현이 증가11)되고, 발육중인 근육세포에서도

그 발현이 증가12)하기 때문에 근육세포의 증식과 종양의 증

식 조절자로 작용하는 것으로 여겨진다.

Aurora kinase는 세포분열의 핵심조절인자로 확인된

serine/threonine kinase을 나타내며 Aurora-A, Aurora-

B와 Aurora-C kinase의 3종류로 분류된다15). 인간의 다양

한 암세포에서 그 발현이 증가되어 암세포와 관련된 많은

세포의 표현형에 관여한다15). Brown 등13)과 Carvajal 등14)

은 transfection 실험에서 Aurora kinase의 과발현이 악성

(malignancy)과 관련이 있기 때문에 이들 kinase의 억제

를 통한 암치료에 적용을 암시하였다.    

본 실험에서는 종양세포의 증식과 관련이 있는 MEF2와

Aurora kinase A는 CMV-APin construct를 transfec-

tion하여 APin의 과발현을 유도한 경우에는 둘 모두에서

발현이 현저히 감소하였다. U6-APin siRNA construct를

transfection하여 APin의 발현억제를 유도한 경우에는 둘

모두 변화가 없었다. APin 과발현이 MEF2와 Aurora

kinase A의 발현을 억제하는 것으로 보아 APin은 법랑모

세포의 증식과정에서 MEF2와 Aurora kinase A의 역할을

대신하는 것으로 생각된다. 

BMP는 치아발생이나 모낭(hair follicle)의 발생과 같은

상피-간엽상호작용에 의한 발생과정에서 세포의 분화와 증

식을 조절한다16). 발생동안에 BMP들은 세포사멸, 증식과

분화를 유도하는데 이들의 각각 다른 효과는 두 종류의

BMP receptors에 의해 조절된다. BMPR-IB와 -II는 상아

모세포에서 확인이 됨에 반하여 BMPR-IA와 -II는 법랑모

세포에서 확인되었다17).  
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EF-hand calcium binding protein parvalbumin은 지

금까지 근육과 신경세포에서 광범위하게 연구되어 왔으나

최근에 immunogold cytochemistry법에 의해 세포내 발현

을 확인함으로써 치아발생 과정동안의 석회화 (mineral-

ization)에 그의 역할이 제기되었다18). 분화중인 법랑모세

포에서 parvalbumin은 Tome’s 돌기의 형성 초기에는 세

포의 근위부에 발현되다가 돌기 형성이 완료되면 세포 전체

에 고루 퍼진다18). 주름끝과 평탄끝 법랑모세포에서 par-

valbumin의 발현은 다양하게 나타나며, 분화중인 상아모

세포에는 법랑모세포에서보다 더 약하게 발현된다. 또한 법

랑질의 광화에 있어 중요한 역할을 하는 tuftelin은 EF-

hand calcium-binding domain을 갖는다19).   

치아발생과 같은 기관의 발생과 석회화와 관련이 있는

BMPR-IB와 EF-hand calcium binding protein은 APin

의 과발현을 유도한 경우에는 모두에서 발현이 많이 증가되

었으나, APin을 발현억제 시킨 경우에는 BMPR-IB는 변

화가 없었고, EF-hand calcium binding protein은 현저

히 감소하였다. 본 연구에서 APin 과발현시 BMPR-IB와

EF-hand calcium binding protein의 발현이 많이 증가한

다는 것은 APin은 BMPR-IB와 EF-hand calcium-bind-

ing protein의 역할을 촉진시켜 치아형성 말기에 법랑질과

상아질의 석회화에 관여한다는 것을 암시한다.

본 연구 결과로 보아 APin 단백질은 MEF2, Aurora

kinase A, BMPR-IB, EF-hand calcium binding pro-

tein과 상호작용하여 법랑모세포의 분화와 석회화 과정 중

에 중요한 역할을 하는 것으로 생각되며, 그들 상호간의 신

호전달 경로 등에 대한 연구가 필요하리라 사료된다.

Ⅴ. 결 론

단백질칩을 이용한 protein microarray는 단백질의 상호

작용 연구에 중요하게 사용되는 핵심기술이다. 상아모세포-

특이 인자로 보고된 OD314가 최근에 APin 단백질의 염기

서열과 거의 유사함이 밝혀졌으며, 법랑모세포에도 발현되

어 APin의 법랑질 형성에서의 역할을 시사하였다. 이 연구

에서는 protein microarray를 이용하여 법랑모세포 분화과

정 중에 APin의 역할을 탐색하고자 하였다. 

APin protein microarray를 시행하여 APin 단백질과 높

은 친화성을 보이며, 치아 발생과 관련이 있는 MEF2,

Aurora kinase A, BMPR-IB와 EF-hand calcium bind-

ing protein을 분석하였다. 법랑모세포주에 APin 과발현과

발현억제를 유도하기 위해서 U6-APin siRNA construct

와 CMV-APin construct로 transfection하였다.

Transfection 후에 protein microarray에 의해서 선택된

4개의 유전자 발현을 RT-PCR로 평가하여 다음과 같은 결

과를 얻었다.

1. CMV-APin construct를 transfection하여 APin의

과발현을 유도한 경우에는 APin의 발현이 뚜렷이 증

대되었으나, U6-APin siRNA construct를 transfec-

tion하여 APin 발현을 억제시킨 경우에는 APin은 관

찰되지 않았다.

2. APin의 과발현을 유도한 경우에는 MEF2와 Aurora

kinase A 둘 모두에서 발현이 현저히 감소한 반면에,

APin의 발현억제를 유도한 경우에는 둘 모두 변화가

없었다.

3. APin의 과발현을 유도한 경우에는 BMPR-IB와 EF-

hand calcium binding protein 모두에서 발현이 크

게 증가한 반면, APin을 발현억제 시킨 경우에는

BMPR-IB는 변화가 없었고, EF-hand calcium

binding protein은 현저히 감소하였다.

위의 결과들로 보아 APin 단백질은 MEF2, Aurora

kinase A, BMPR-IB, EF-hand calcium binding pro-

tein과 상호작용하여 법랑모세포의 분화와 석회화 과정 중

에 중요한 역할을 하는 것으로 사료된다.
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이 연구에서는 법랑모세포 분화과정에서 APin의 기능을 알아보고자 APin-protein microarray를 시행한 후 치아발

생과 관련이 있는 MEF2, Aurora kinase A, BMPR-IB와 EF-hand calcium binding protein을 분석하여 다음과

같은 결과를 얻었다.

1. CMV-APin construct를 transfection하여 APin의 과발현을 유도한 경우에는 MEF2와 Aurora kinase A 둘

모두에서 발현이 현저히 감소한 반면에, APin의 발현억제를 유도한 경우에는 둘 모두 변화가 없었다.

2. APin의 과발현을 유도한 경우에는 BMPR-IB와 EF-hand calcium binding protein 모두에서 발현이 크게 증가

한 반면, APin을 발현억제 시킨 경우에는 BMPR-IB는 변화가 없었고, EF-hand calcium binding protein은

현저히 감소하였다.

위의 결과들로 보아 APin 단백질은 MEF2, Aurora kinase A, BMPR-IB, EF-hand calcium binding protein과

상호작용하여 법랑모세포의 분화와 석회화 과정 중에 중요한 역할을 하는 것으로 사료된다.

주요어: APin, 법랑모세포, Protein microarray, 석회화, 상호작용, 분화
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